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論文内容要旨
               1.目 的
 Individuaユ chemoむherapyを目標と して, 種々の抗癌剤感受性試験が考案されてきたが, 満足
 すべき もの は未だ得 られていないのが現状であ る。 Bogden らが報告 した, 正常 免疫能を有する
 マウス (以下, 正常マウス) を用いて行なうsubrenahapsule assay (SRCA) は, 有用な方法
 と して期待さ れているが, 腫瘍内にはassay期間中に宿主由来の細胞滲 潤が高度 に出現するのが
 最大の問題点であるので, 原法を改良すべく 以下の検討を加えた。
               2. 材料および方法
 1) 正常マウスは6-9週齢の雄性BDF1 マウス, ヌー ドマウスは5-7週齢の雄性BALB/c
 nn/nuマウスを用い, 1群5-7匹と した。 腫瘍は, ヌー ドマウス可移植性ヒト胃癌株H-111,
 SC-6 -JCKおよ び乳癌株MX-1を用 いた。
 2) 使用 した抗癌剤は, adriamycin (ADR), mi七〇mycin C (MMC) およびcisplatin (CDDP)
 の3剤で, 正常マウスに対する免疫抑制処置としてcyclophosphamide (CPM), cyclosporin
 A (CSA) の投与およびtotal body irr&dia七ion (TBI) を行なった。
 3) マウスを開腹 し, 1m㎡大に細切 した腫瘍を腎被膜下に移植 し, 実体顕微鏡により腫瘍の長径
 (L), 短径 (W) を計測 した。 L×W2×0. 5から推定腫瘍重量を求め, 増殖曲線を得た。 各時点で
 腫瘍を含む腎臓を取り出 し, H-E染色 し, 組織学的観察を行なった。
 4) ヌー ドマウスの背部皮下に腫瘍をトラカール針で移植 し, 前式か ら求めた推定腫瘍重量が
 100mgを超えてから薬剤を投与 し, 腫瘍径や体重の変化を観察した。 Inhibition rate (工. R. )≧
 58%を得た薬剤を有効と した。
 5) 1480kBqの 沮一TdRをマウスの静脈内に投与し30分後に屠殺 して, 腫瘍を含む腎臓を取り出
 し, 組織標本を作成 した。 NR-M2乳剤を用 い, dipping法にてオートラジオ グラムを行ない, l
 abelling index (L. 1.) を求 めた。
 6) マウスの腎被膜下か ら得た腫瘍片10-20個を1%クエ ン酸下で細切し, 60μmのナイロンメ ッ
 シュフィルターを通しsingle cell suspensionとした後, propidium iodideでDNA染色を施 し,
 cell sorterにてDN A量分布曲線 を求めた。
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              3. 結果および考察
 1) 正常マウスとヌー ドマウスの比較
 実体顕微鏡下の観察において, H-111は正常マウスでは移植後6日めまで, ヌー ドマウスでは
 16日めま で腫瘍径の増加を認めたが, 6日めでは正常マウスにおける増加がより速やかであった。
 しか し, 組織学的観察によると正常マウスでは4日めには既に細胞滲潤が始まり, 6日めでは腫
 瘍構造が認められないほど高度になった。 これに対 してヌー ドマウスでは, 12日めま で細胞滲潤
 は極めて軽度で, 腫瘍増殖は良好であった。、
 フローサイ トメトリー (FCM) で細胞滲潤の程度を検討すると, 正常マウスでは既に4日め
 に腫瘍内のDNAは大多数がマウス由来のものであったが, ヌー ドマウスでは20日めまで腫瘍細
 胞に由来す るDNAが多く認め られた。
 L. 1. は移植2已めには定常値をとり, その後徐々 に減少 した。 両マウス間における差 は認め
 なかった。
 SC-6-JCKで感受性判定の時期について検討した結果, ヌー ドマウスでは腫瘍の再増殖が
 始まる前の12日判定が適当と考え られたが, 正常マウスでは4日めから6日めに腫瘍の再増殖を
 認め, 6日判定は不適当と思われた。
 2) 免疫抑制法の比較検討
 CPM200mg/kg移植前日単回投与, CSA80mg/kg移植当日から連日投与およ びTBI4Gy移植当
 日照射について細胞滲潤に与える影響を比較 した。 実体顕微鏡下の腫瘍径は前2者では16日めま
 で, TB工では8已めまで増加 した。 しかし, 組織学的検討とFCMの結果から細胞滲潤が比較的軽
 度で腫瘍構造が保たれていたのは, CPMとTB1では6已めまでであったのに対 し, CSAでは14已
 めま でで, CSAの細胞滲潤に対する抑制効果が明 らかに優れていた。 しかし, CSA処置群 に対し
 通常量の抗癌剤を投与すると80%以上のマウスが死亡 し, assayを継続できなかった。
 3) SRCAにおけるCSA併用の問題点
 ADRに高感受性を示すMX一工株でも, ADRを5mg/kgまで減少するとf. R. ご38%で無効と
 判定された。 ここでADR5mg/kg投与群にCSA60mg/kgを単回併用投与すると, 1. R. =69%で
 有効になった。 またCSA60mg/kgを3週間連日投与すると1. R, ;56%とかなりの腫瘍の縮小が
 認め られた。
 以上の検討か ら, SRCAによる抗癌剤感受性試験には, 正常マウスは宿主由来の細胞滲潤が高
 度であるため不適当である。 しかしCPM, TBiの併用 は細胞滲潤を充分に抑制 しえず, CSAの併
 用で は抗癌剤の毒性増強が無視できなかったので, 腫瘍の増強が良好で細胞滲潤の少ないヌー ド
 マウスを用 いて12日 めに感受性を判定するのが適当と考え られた。
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 審査結果の要旨
 個々 の癌患者に対する, より適切な抗癌剤の選択を目的と して, 種々 の感受性試験法が考案さ
 れてきたが, 未だ満足すべき方法が得られていないのが現状である。 その中でsubrenal capsule
 assay (SRCA) は有用な方法として期待されているが, assay期間中に腫瘍内に宿主由来の細胞
 浸潤 が高度に出現するのが最大の問題点となっている。
 本研究は, 原法のSRCAにおけるこの点を改良するために, 正常マウスと して雄性BDFlマウ
 スを用いたSR CAにおける免疫抑制剤の影響, およびヌー ドマウスとして雄性BALB/c nu/nu
 マウスを用 いたSRCA にっ いて検討 を加えた ものであ る。
 著者は, まず1謡大に細切 したヌー ドマウス可移植性ヒ ト胃癌株H -111 を正常およびヌー ド
 マウスの腎被膜下に移植して, 実体顕微鏡による腫瘍径の計測か ら, その増殖動態を観察してい
 くと共に, 各時点で腫瘍を含む腎臓を取り出 し, H-E染色して組織学的検討を行った。 その結
 果, 実体顕微鏡下の観察においてH-111の腫瘍径は正常マウスでは移植後6日目まで, ヌー ドマ
 ウスでは16日 目ま で増加することを認めたが, 6日目では正常マウ スでの増加がよ り速やかであ
 ることを示 した。 また組織学的観察により正常マウスでは移植4日目既に細胞浸潤が始ま り, 6
 日目には腫瘍構造がみられない程度になったのに対 し, ヌー ドマウスでは12日目まで細胞浸潤は
 極めて軽度であり腫瘍増殖も良好であることを明 らかに した。
 次にフローサイ トメ トリーで細胞浸潤の程度を検討 し, 正常マウスでは4日目既に腫瘍内の
 DNAの大多数がマウス由来のものであったが, ヌー ドマウスでは20日目ま で腫瘍細胞に由来する
 DNAが多 いのを認めた。 またヒト胃癌株SC-6-JCKで感受性試験の判定時期 について検討 した結
 果, ヌー ドマウスでは腫瘍の再増殖が始ま る前の12日目判定が適当であ り, 正常マウスでは4日目
 から6日目に腫瘍径の再増加が認められたので, 原法の6日判定 は不適当であると指摘 している。
 Cyclophosphamide (CPM) 200mg/kgを移植前単回, cyclosporin A (CSA) 80mg/kgを移植
 当日か ら連日 投与 して, 細胞浸潤に与える影響を検討し, 細胞浸潤が比較的軽度で腫瘍構造が
 保たれているのはCPMでは6日目まで, CSAでは14日目までであることを示 した。 さらに, 細胞
 浸潤 に対す る抑制効果 は明 らかにCSAで優れていたが, CSA処理マウスに通常量の抗癌剤 を投与
 すると80%以上が死亡 し, またadriamycinなどの効果を増強することを明 らかに した。 また, 放
 射線4Gyの全身照射の細胞浸潤に対する抑制効果はほぼCPMと同様であったと している。
 本研究は, SRCAによる抗癌剤感受性試験では, 正常マウスを用いることは不適当で, ヌード
 マウスを用いるべきであると指摘 したものであり, この領域 の研究として高く評価 し得るもので,
 学位論文 に値するものであ る。
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